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дается кислотному фактору [1,9], присоединение до-
полнительных химических агрессивных компонентов 
дуодено-гастрального рефлюкса (пепсин, желчные кис-
лоты) усиливает повреждающую способность рефлюк-
тата [5].

Таким образом, анализируемые клинические сим-
птомы кислой и желчной регургитации, в зависимости 
от выраженности наблюдаемых при них эндоскопиче-
ских изменений СОП, выстраиваются в определенный 
иерархический ряд (от наименьших эндоскопических 
проявлений – к наибольшим) (рис. 2).

Таким образом, выявлены особенности в клиниче-
ской и эндоскопической картине ГЭРБ, протекающей 
на фоне хронической описторхозной инвазии. Для кли-
нической картины ГЭРБ у пациентов с описторхозом 
характерно:
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Резюме. Представлены результаты апробации и изучения эффективности непрямого твердофазного вариан-
та иммуноферментного анализа (ИФА) для серологической диагностики инфекций, вызываемых риккетсиями из 
группы клещевой пятнистой лихорадки. Применение экспериментальных тест-систем для обнаружения антител 
классов IgM и IgG к антигену R.sibirica subsp. sibirica в парных сыворотках крови позволило верифицировать диа-
гноз клещевого риккетсиоза у больных Алтайского края в подавляющем большинстве случаев, в том числе при 
отрицательных результатах реакции связывания комплемента. Использование риккетсиозных антигенов различ-
ной видоспецифичности в качестве основы твердофазного непрямого варианта ИФА открывает перспективы для 
широкомасштабного сероэпидемиологического изучения географического распространения «старых» и «новых» 
видов риккетсий и их роли в патологии человека.
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Summary. The results of approbation and detection of efficiency of indirect enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) for serological diagnostics of the infections caused by spotted fever group rickettsiae in West Siberia have been 
presented. Application of experimental tests-systems for detection of IgM and IgG antibodies to R.sibirica antigens in twin 
blood serums has allowed to verify the diagnosis of tick-borne ricketsiosis in patients from Altai region in majority of cases, 
including negative results of complement fixation test. Using rickettsial antigens of various species-specificity in indirect 
ELISA opens prospects for large-scale sero-epidemiological assay of geographical distribution of «old» and «new» species of 
rickettsiae and their roles in a human pathology.
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В настоящее время известно около двух десятков 
риккетсиозов из группы клещевой пятнистой лихорад-
ки (КПЛ). Из них в России эпидемиологическое зна-
чение имеют клещевой риккетсиоз (КР) или клещевой 
сыпной тиф Северной Азии, с этиологическим агентом 
Rickettsia sibirica и астраханская пятнистая лихорад-
ка, вызываемая риккетсиями генокомплекса R.conorii. 
Отмечены единичные завозные случаи везикулезно-
го риккетсиоза, вызываемого R.akari [5]. Выявлен но-
вый риккетсиоз, вызываемый R.heilongjiangensis, на-
званный Дальневосточным клещевым риккетсиозом 
[2]. Методами генотипирования получены данные, 
свидетельствующие о возможной этиологической 
роли R.helvetica в развитии острых лихорадочных за-
болеваний после присасывания клеща на территории 
Пермского края [3]. В Приморском крае ранее отмечали 
случаи лихорадки цуцугамуши, однако сегодня это за-
болевание не выявляют из-за отсутствия диагностику-
ма, в то время как в соседней Японии наблюдается рост 
заболеваемости [5].

Количество видов риккетсий из группы КПЛ, цирку-
лирующих в природных очагах на территории России, 
не ограничивается только выше перечисленными. Из 
клещей различных географических зон с достаточным 
постоянством удается выделять риккетсии и других, 
в том числе, новых видов риккетсий, с доказанной и 
пока не установленной патогенностью для человека [4]. 
Изучение клинико-эпидемиологической роли патоге-
нов риккетсиозной природы как хорошо известных, так 
и новых, в значительной степени, сдерживается отсут-
ствием высоко чувствительных и доступных методов 
серологической диагностики.

«Золотым стандартом» для диагностики риккетсио-
зов является реакция непрямой иммунофлюоресцен-
ции (РНИФ), рекомендованная ВОЗ [5]. Однако для нее 
необходимы корпускулярные антигены, коммерческий 
выпуск которых отсутствует в связи со значительными 
технологическими сложностями их получения. В связи с 
чем, РНИФ достаточно трудоёмка и не пригодна для од-
новременного исследования большого количества проб. 
Наиболее распространенным методом, применяемым в 
практическом здравоохранении, остается реакция свя-
зывания комплемента (РСК), которая была предложена 
для диагностики риккетсиозов еще в 1940-х годах про-
шлого века. Коммерческие цельнорастворимые антиге-
ны для РСК позволяют с высокой специфичностью, но 
с умеренной чувствительностью выявлять комплемен-
тсвязывающие антитела (АТ) к R.sibirica. Однако, для 
обнаружения АТ к риккетсиям других видов, эти диа-
гностикумы, по-видимому, менее пригодны [2].

В 1980-х годах для диагностики риккетсиозов, вы-
зываемых R.rickettsii, R.tsutsugamushi, R.prowazekii и 
R.conorii, было предложено использовать иммунофер-
ментный анализ (ИФА) [5,7,8,9,10]. Применение этого 
метода было ограничено исследовательскими работами 
в рамках специализированных риккетсиозных лабора-

торий, при этом авторы отмечали высокую специфич-
ность и чувствительность ИФА для выявления АТ в 
низких титрах в сравнении с РСК и РНИФ [10].

Цель работы: апробация и изучение эффективности 
метода ИФА для серологической диагностики инфек-
ций, вызываемых риккетсиями из группы КПЛ, цирку-
лирующими на территории России.

Материалы и методы

Выявление антител в сыворотках крови пациентов 
проводили непрямым твердофазным вариантом ИФА 
(ИФА-IgM и ИФА-IgG). Для сенсибилизации поли-
стироловых планшетов использовали цельнораство-
римые антигены, приготовленные по общепринятой 
методике [1] с нашими модификациями из штаммов 
риккетсий следующих видов: R.sibirica subsp. sibirica 
(R.sibirica); R.sibirica subsp.BJ-90 (R.BJ-90); R.tarasevichiae; 
R.heilongjiangensis; R.raoultii; R.akari. Эти штаммы, хра-
нящиеся в коллекции Омского НИИПОИ, были изоли-
рованы нами из клещей в различных природных оча-
гах Сибири, Алтая и Дальнего Востока. Исследуемые 
сыворотки разводили в 10 раз. В качестве конъюгатов 
использовали коммерческие антивидовые антите-
ла к IgМ и IgG человека. Оптическую плотность (ОП) 
субстратно-индикаторного раствора измеряли на спек-
трофотометре. Результат оценивали как положитель-
ный, если оптическая плотность анализируемой пробы 
была выше отсекающего значения (cut off), рассчитан-
ного по формуле: (ОП1+ ОП2)/2 + 0,2, где ОП1 – оптиче-
ская плотность контроля конъюгата, ОП2 – оптическая 
плотность «отрицательной» контрольной сыворотки.

После предварительной оптимизации условий вы-
полнения ИФА для обнаружения противориккетси-
озных АТ классов IgМ и IgG было исследовано 276 
сывороток крови пациентов из трех групп. Первая 
(референтная) группа состояла из 36 больных с типич-
ной клинической картиной клещевого риккетсиоза, го-
спитализированных в инфекционное отделение МУЗ 
ГБ №11 г.Барнаула в эпидемический сезон (с мая по 
октябрь) 2006 и 2007 гг. Сыворотки крови от 15 боль-
ных КР были параллельно исследованы в ИФА и РСК 
с коммерческим диагностикумом. Вторая (контроль-
ная группа) состояла из 80 клинически здоровых людей 
г.Омска, обследованных вне эпидемического сезона КР. 
Обе группы были сопоставимы по возрастному и поло-
вому составу. В третью группу (опытную) вошли 58 ли-
хорадящих больных Тарского района Омской области, 
обследованных по подозрению на клещевой энцефалит 
(КЭ) и иксодовый клещевой боррелиоз (ИКБ) в мае-
сентябре 2008 г.

Результаты и обсуждение

Результаты применения ИФА для обнаружения анти-
тел к антигенам различных видов риккетсий в сыворот-
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ках крови больных сравниваемых групп представлены 
в таблице 1. В контрольной группе только одна проба 
крови давала положительную реакцию на наличие АТ к 
антигену R.sibirica. С остальными пятью риккетсиозны-
ми антигенами для всех сывороток контрольной груп-
пы реакция была отрицательной. Результаты ИФА для 
обнаружения IgG-АТ к риккетсиям также продемон-
стрировали высокую специфичность метода. Ни одна 
проба, ни с одним из исследуемых антигенов не давала 
положительных реакций.

В группе больных с типичной клиникой КР с по-
мощью ИФА в подавляющем большинстве проб уда-
лось выявить АТ классов IgM и (или) IgG к антигенам 

различных видов риккетсий. В сыворотках крови ли-
хорадящих больных, контактировавших с клещами на 
территории Тарского района Омской области, также 
обнаружили АТ к изучаемым риккетсиозным анти-
генам, хотя процент таких находок значительно мень-
ше, чем у алтайских больных. Вместе с тем, факты вы-
явления противориккетсиозных антител у больных 
этой группы представляют значительный интерес, по-
скольку до настоящего времени в Омской области не 
было зарегистрировано ни одного случая КР, однако в 
клещах были выявлены R.tarasevichiae, R.raoultii и рик-
кетсия, генетически близкая к R.helvetica [4]. Клинико-
эпидемиологический анализ случаев обнаружения АТ к 
риккетсиям у больных опытной группы будет представ-
лен в отдельном сообщении.

Важно отметить, что у больных КР из референт-
ной группы чаще всего обнаруживаются АТ к анти-
гену R.sibirica subsp. sibirica, что вполне закономерно, 
так как именно этот вид риккетсий является домини-
рующим в Алтайском крае. На втором месте по частоте 
положительных реакций – ИФА с антигеном R.raoultii, 
на третьем – с антигеном R.аkarii, на четвертом – с 
антигеном R.Tarasevichiae, на пятом – с антигеном R. 
heilongjiangensis. Только в одной из 65 проб наблюда-
ли положительную реакцию в ИФА-IgM с антигеном 
R.sibirica subsp. BJ-90.

Антитела класса IgM к R.sibirica выявлены в среднем 
в 81,5% сывороток крови, причем чаще во второй про-
бе крови, чем в первой (86,2% и 77,8% соответственно). 
Антитела класса IgG к R.sibirica выявлены в среднем в 

Таблица 1
Частота обнаружения методом ИФА антител к различным видам риккетсий в сыворотках крови пациентов 

Алтайского края и Омской области

Виды риккетсий

Группы больных
Референтая Контрольная Опытная 
IgM IgG IgM IgG IgM IgG
абс. % абс. % абс. % абс. % абс. % абс. %

R.sibirica subsp. sibirica 53 81,5±4,8 45 69,2±5,7 1 1,2±1,2 0 0 12 9,2±2,5 7 5,3±1,9
R.raoultii 24 36,9±6,0 7 10,8±3,8 0 0 0 0 14 10,7±2,7 2 1,5±1,1
R.akarii 22 33,8±5,9 9 13,8±4,3 0 0 0 0 12 9,2±2,5 2 1,5±1,1
R.tarasevichiae 7 10,8±3,8 30 4,6±2,6 0 0 0 0 11 8,4±5,9 0 0
R.heilongjiangensis 3 4,6±2,6 0 0 0 0 0 0 9 6,9±2,2 0 0
R.sibirica subsp.BJ-90 1 1,5±1,5 0 0 0 0 0 0 21 16,0±3,2 13 9,9±2,6
Количество исследованных 
сывороток 65 100,0 65 100,0 80 100,0 80 100,0 131 100,0 131 100,0

Примечание: референтная группа – больные клещевым риккетсиозом (Алтайский край), контрольная группа – здоровые люди, опытная 
группа – лихорадящие больные с подозрением на КЭ или ИКБ (Омская область).

Таблица 2
Эффективность различных алгоритмов применения ИФА с антигеном R.sibirica subsp. sibirica 

для серологической верификации КР у больных Алтайского края

Алгоритм применения ИФА
Больные (n=36) Здоровые (n=80) Характеристики теста
«+»
ИФА
(а)

«-»
ИФА
(c)

«+»
ИФА
(b)

«-»
ИФА
(d)

Se,%
a/(a+c)

Sp,%
d/(b+d)

PV+,%
a/(a+b)

PV-,%
d/(c+d)

ИФА-IgM (1-я проба) 28 8 1 79 77,8±6,9 98,8±1,2 96,6±3,4 90,8±3,1
ИФА-IgM (парные пробы) 33 3 1 79 91,7±4,6 98,8±1,2 97,1±2,9 97,5±1,7
ИФА-IgM (парные пробы) +
ИФА-IgG (парные пробы) 36 0 1 79 100 98,8±1,2 97,3±2,7 100

Примечание: Se – чувствительность; Sp – специфичность; PV+ – прогностическая ценность положительного ре-
зультата; PV- – прогностическая ценность отрицательного результата.

69,2% сывороток крови, причем чаще в первой, чем во 
второй сыворотках крови (72,2% и 65,5% соответствен-
но). В четырех случаях (как на фоне IgM-АТ, так и без 
них) отмечена обратная сероконверсия IgG к R.sibirica.

Очень часто в одной и той же пробе обнаружива-
ли антитела к двум и более риккетсиозным антигенам. 
Только в сыворотках крови 4-х больных КР выявляли 
IgM-АТ к единственному виду риккетсий – R.sibirica, 
тогда как IgM к антигенам других видов риккетсий вы-
являли всегда в сочетании с IgM к R.sibirica.

Количество положительных проб, содержащих IgG-
АТ только к одному виду риккетсий, было несколь-
ко больше, чем при выявлении IgM. Причем «моно-

варианты» IgG обнаружены не только к R.sibirica, но и 
к R. tarasevichiae и к R. аkarii. Однако при этом у боль-
ных выявляли IgM к R.sibirica или обнаруживали IgG к 
R.sibirica, но в другой пробе крови.

Антитела класса IgG к R.raoultii во всех случаях об-
наруживали вместе с IgG к антигенам не менее двух 
других видов риккетсий. Ни у одного больного не были 
обнаружены IgG к R.BJ-90 или к R.heilongjiangensis.

Анализ полученных данных позволил заключить, 
что для лабораторного подтверждения диагноза «кле-
щевой риккетсиоз» у больных Алтайского края необхо-
димо тестировать сыворотки крови в ИФА на наличие 
IgM и IgG к антигену R.sibirica subsp. sibirica. Причем, ис-
следование парных сывороток в ИФА-IgG целесообраз-
но в том случае, если в ИФА-IgМ получены отрицатель-
ные результаты.

Для оценки эффективности серологической верифи-
кации диагноза КР для различных алгоритмов примене-
ния ИФА были рассчитаны показатели, рекомендуемые 
для характеристики лабораторных тестов [6]: чувстви-
тельность (sensitivity-Se), специфичность (specificity-
Sp); прогностическая ценность положительного резуль-
тата (positive predictive value – PV+); прогностическая 
ценность отрицательного результата (negative predictive 
value – PV-) (табл. 2).

Оказалось, что у большинства (77,8%) больных 
для подтверждения диагноза было достаточно иссле-
довать на наличие IgM к R.sibirica только первую сы-
воротку крови. Тестирование 2-й пробы крови позво-
ляло верифицировать диагноз еще у 13,9% больных. 
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Таким образом, при исследовании парных проб крови 
в ИФА для обнаружения IgM к R.sibirica удалось под-
твердить диагноз КР у 91,7% больных. При исследова-
нии в ИФА на наличие IgG к R.sibirica всех (трех) пар 
сывороток крови, в которых не были выявлены IgM к 
R.sibirica, обнаружена сероконверсия IgG к изучаемом-
му антигену, что повысило «подтверждаемость» диагно-
за до 100%.

Представляло интерес выяснить, совпадают ли ре-
зультаты лабораторного подтверждения КР с помощью 
ИФА с результатами серологической верификации с по-
мощью РСК. Для этого сыворотки крови от 15 больных 
КР были параллельно исследованы в ИФА и в РСК с 
коммерческим диагностикумом. Оказалось, что иссле-

дование парных сывороток в РСК позволило верифи-
цировать диагноз КР только в 66,7% случаев, верифи-
цированных с помощью ИФА-IgM, и в 53,3% случаев, 

Таблица 3
Анализ совпадений результатов серологической верификации диагноза клещевого риккетсиоза 

у больных Алтайского края при использовании ИФА и РСК

Алгоритм применения
ИФА

Всего
больных

ИФА (+) РСК (+) Совпадения
положительных

результатов ИФА
и РСК, %

Совпадения
отрицательных

результатов ИФА
и РСК, %абс. % абс. %

ИФА-IgM (1-я проба) 15 10 66,7±12,2 0 0 0 100
ИФА-IgM (парные пробы) 15 12 80,0±10,3 8 53,3±12,9 66,7±13,6 100
ИФА-IgM (парные пробы) и
ИФА-IgG (парные пробы) 15 15 100 8 53,3±12,9 53,3±12,9 100

подтвержденных в результате совместного применения 
ИФА-IgM и ИФА-IgG (табл. 3).

Таким образом, непрямой твердофазный вариант 
иммуноферментного анализа является высокочувстви-
тельным и специфичным методом обнаружения анти-
тел к антигенам риккетсий. Применение эксперимен-
тальных иммуноферментных тест-систем для обнару-
жения антител классов IgM и IgG к антигену R.sibirica 
subsp. sibirica в парных сыворотках крови позволяет ве-
рифицировать диагноз клещевого риккетсиоза у боль-
ных Алтайского края в подавляющем большинстве слу-
чаев, в том числе при отрицательных результатах РСК. 
Использование риккетсиозных антигенов различной 
видоспецифичности в качестве основы твердофазного 

непрямого варианта ИФА открывает перспективы для 
широкомасштабного сероэпидемиологического изуче-
ния географического распространения «старых» и «но-
вых» видов риккетсий и их роли в патологии человека.
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